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RESUMO 
 
 
 
Introdução: Os mecanismos regulatórios desempenham papel importante 
na manutenção da tolerância no transplante. pretende-se, neste estudo, 
desenvolver uma estratégia de tolerância baseada na associação de 
tacrolimo com rapamicina. Objetivo: Estudar efeitos de tacrolimo e 
rapamicina sobre as células T regulatórias em transplante composto de 
tecido alógeno. Métodos: O modelo foi de transplante composto de Ratos 
Brown-Norway para Lewis. Foram feitos  2 experimentos. Um para avaliar 
atividade reguladora dos tranplantes e outro para identificar o mecanismo 
de ação. No experimento 1 dividimos os ratos em 4 grupos, o experimental 
(tacrolimus do  PO 0 ao 7 e rapamicina do PO 8 ao 21). Os outros três: 
Rapamicina 21d, Tacrolimus 21d e Ambas 21d. Amostras de sangue foram 
colhidas para citometria de fluxo ao PO 21, PO 45. Em segundo 
experimento, animais divididos em 4 grupos com terapêutica semelhante ao 
primeiro, foram submetidos ao mesmo procedimento com coleta de sangue 
para a medição dos níveis Idoleamina 2,3di-oxigenase no PO 0,5,10,15,21. 
Resultados: No grupo experimental não houve rejeição no PO 150 de 66% 
dos animais, em dois grupos houve 100% de rejeição e no último  75% de 
rejeição. No grupo experimental houve significativo aumento nos níveis de 
células T reguladoras no PO 45 em comparação ao PO 21. No segundo 
experimento, observou-se uma baixa atividade da IDO no PO 5 em animais 
recebendo exclusivamente tacrolimus. Conclusão: A associação de 
tacrolimus e rapamicina de forma sequencial leva a um aumento de células 
T regulatória e à tolerância, bem como uma reduzida atividade da IDO no 
PO 5 em indivíduos recebendo exclusivamente tacrolimus
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
Com o desenvolvimento de diversos protocolos de imunossupressão 
e diversos casos de diferentes tipos de transplante alógeno de tecido 
composto (TATC) realizado ao redor do mundo, este tem se consolidado 
como uma opção na reconstrução de grandes perdas (PETRUZZO et al., 
2008). 
Entretanto, a maioria dos transplantes compostos de tecido alógeno 
não é vital à sobrevida dos pacientes, diferente do que ocorre nos 
transplantes de órgãos sólidos. No TATC, pacientes são obrigados a tolerar 
o regime imunossupressor contínuo e as diversas reações adversas 
associadas, como citotoxicidade, aumento da susceptibilidade a infecções, 
tumores e episódios de rejeição que ainda podem ocorrer, apesar da 
aderência ao regime imunossupressor (FERREIRA, 1994; BENHAIM et 
al., 1996), bem como têm uma tendência a serem pacientes mais jovens, 
com uma perspectiva de viver mais anos após o transplante em decorrência 
disso e também por suas melhores condições clínicas, quando comparados 
com transplantados de órgãos sólidos como rins, coração ou fígado 
(MADANI et al., 2008). Isto torna relevante evitar imunossupressão e seus 
efeitos colaterais. A aquisição de tolerância seria o ideal.  
Tolerância é um estado em que o sistema imune de um indivíduo não 
apresenta resposta a um estímulo específico (por exemplo, um órgão 
transplantado), mas mantém resposta a outros estímulos (por exemplo, uma 
infecção viral ou bacteriana) na ausência de terapia imunossupressora  
(GORANTLA et al., 2010). 
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Devido aos efeitos colaterais associados, necessários à manutenção 
de um elemento não essencial à sobrevivência, o emprego de transplantes 
compostos alógenos tem sido considerado controverso (FERREIRA, 1994, 
BENHAIM et al., 1996). Além disso, estes transplantes são compostos por 
mais de um tipo de tecido, possuindo diferentes graus de antigenicidade e 
provocando diferentes respostas imunes no receptor (FERREIRA 1994, 
BENHAIM et al., 1996). 
No caso de um transplante onde há barreira de histocompatibilidade, 
células T encontram aloantígenos ligados a células apresentadoras do 
receptor (alorreconhecimento indireto) ou em células apresentadoras do 
doador (alorreconhecimento direto) (SUCHIN et al., 2001).  
Como consequência, a resposta das células T ao aloenxerto há 
recrutamento de  um grande número de clones de célula T. A magnitude do 
número de clones de células T participando na resposta ao alotransplante é 
exponencialmente maior do que a resposta de céluas T contra antígenos 
nominais (SUCHIN, et al., 2001).  
Em consideração à grande frequência de células T alorreativas 
parece intuitivamente correto que mecanismos deletores podem ter papel na 
fase de indução de tolerância ao transplante. Enquanto mecanismos 
deletores são críticos para a indução de tolerância periférica (WOOD, 
2003), existem evidências sugerindo que células T regulatórias são também 
essenciais para a manutenção da tolerância periférica. Na realidade, o 
equilíbrio entre a população de células T efetoras e células T 
imunoregulatórias atingido por mecanismos deletores e imunoreguladores 
determina a tolerância ou rejeição ao transplante (WOOD & 
SAKAGUCHI, 2003). 
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Na clínica, o TATC, apesar de já passados 12 anos do primeiro 
transplante de mão, tem sua durabilidade ligada à evolução da imunoterapia 
supressora que, nesses casos, tem sido pautada no uso de múltiplas drogas e 
sem um consenso adequado. Cada serviço tem usado esquemas de 
preferência própria, a maioria realizando indução com anticorpos 
policlonais, mas há também uma boa parte usando anticorpos monoclonais.  
Um esquema tríplice tem sido a preferência, se usando tacrolimus, 
por micofenolato mofetil (MMF) e esteroides no início da terapia e na 
terapia de manutenção, esteroides associados ao  tacrolimus ou rapamicina, 
esteroides e baixa dose de tacrolimus e everolimus, sirolimus e MMF.  Em 
alguns casos houve apenas corte dos esteroides (PETRUZZO et al., 2008). 
Os principais protocolos de imunossupressão em transplante tem 
usado, com grande frequência, os inibidores da calcineurina. Nesta classe 
de imunossupressores existe a cyclosporina A e o tacrolimus. A 
calcineurina é uma fosfatase que desempenha atividade em eventos  que 
levam à liberação de interleucina 2 (IL-2) por células T  (GORANTLA, et 
al., 2000). Após se ligar a uma imunofilina chamada FKBP, o tacrolimus 
inibe a calcineurina, a liberação de IL-2 e, como consequência, a ativação 
de células T (GORANTLA, et al., 2000). A primeira droga desenvolvida 
nesta classe foi a ciclosporina, porém em 1985, o tacrolimus (FK506) foi 
isolado.  
Apesar do mecanismo de ação do tacrolimus ser similar, este inibe 
fases  distais à cascata de ativação da calcineurina, parte da cascata de 
ativação da célula T. E, apesar do tacrolimus ser  de 30 a 100 vezes mais 
potente que a cyclosporina, in vitro, isto não foi demonstrado, in vivo, a 
eficácia em diferentes trials foi semelhante, entretanto a incidência de 
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rejeição aguda é mais baixa com o uso de tacrolimus. Embora os dois 
tenham potencial de induzir lesões fibrogênicas no rim, o tacrolimus tem 
sido associado com menor expressão de TGF-B.  
O impacto da nefrotoxicidade dos inibidores da calcineurina em 
enxertos de vida longa é difícil de quantificar, mas parece similar em 
ambos. Riscos cardiovasculares clássicos são mantidos ou agravados após 
transplante renal. Os inibidores da calcineurina alteram várias dessas 
variáveis, impactando no risco cardiovascular após transplante (MAES & 
VANSENTERGHEM, 2004). 
Mais recentememnte, observou-se um maior uso dos macrolídeos, 
dentre eles a rapamicina. Ela é extraída de um fungo, Streptomyces 
hygroscopicus, e se liga a uma imunofilina FKBP-12, mas não à 
calcineurina. Além disso, ela afeta a fase G1 do ciclo celular agindo sobre 
um alvo celular único, um receptor chamado de mammalina target of 
Rapamycin (mTor). A rapamicina bloqueia eventos independentes do 
cálcio e bloqueia sinais secundários transmitidos por Interleucina-2, 
Interleucina-4 e Interleucina-6 para as células T (GORANTLA et al.,  
2000). 
A rapamicina inibe a proliferação celular mediada pela IL-2, mas não 
a apoptose desencadeada por IL-2 (FERGUSON & GREEN, 1999), 
enquanto há evidências que células T reguladoras são resistentes à apoptose 
(BANZ, PONTOX, PAPIERNIK, 2002). 
A IL-2 é um importante fator de crescimento das células T. Além do 
fato de exercer papel na estimulação de células T efetoras, também induz à 
apoptose das células T e é importante na estimulação de produção de 
células T regulatórias que limitam a ação das células T efetoras, ou seja, 
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tem função de tolerância (NELSON et al, 2004). No trabalho, tentando 
identificar a importância da via da IL-2 nos mecanismos de rejeição e seu 
bloqueio como opção para evitá-la, observou-se que apenas o bloqueio com 
anti-CD25 não tem efeito sobre a sobrevivência do transplante (JONES et 
al., 2001). 
Foi relatado que a associação de IL-2 com rapamicina aumentou a 
apoptose de células T autorreativas e preveniu autoimunidade em 
camundongos NOD (RABINOVITCH et al., 2002). 
O uso de uma proteína agonista da IL-2 a Il-2/Fc associada a uma 
proteína antagonista da interleucina 15 (IL-15), responsável por eventos 
citotóxicos e rapamicina, mostrou-se efetivo no aumento dos níveis de 
células T reguladoras e em induzir tolerância em transplantes de pele e 
coração (ZHENG et al., 2003).  
A IL-2 demonstrou ser diretamente responsável pela expressão de 
FoxP3 por células T reguladoras, também foi demonstrado que a expressão 
da FoxP3 é diretamente responsável pelos efeito imunorreguladores destas 
células (ZORN et al., 2006). 
A combinação de doses subclínicas de drogas imunossupressoras 
tem sido fundamental na pontecialização de sua ação e diminuição de seus 
efeitos colaterais. Já foi demonstrado que a associação de doses subclínicas 
de ciclsporina A e micofenolato mofetil foi capaz de inibir rejeição aguda, 
diminuindo risco de efeitos colaterais, como nefrotoxicidade (FERREIRA, 
1994; FERREIRA et al., 1995).  
A combinação de doses subclínicas de rapamicina e inibidores da 
calcineurina se mostrou efetiva na imunosupressão de transplantes e 
diminuiu efeitos colaterais como hiperlipidemia, trombocitopenia, 
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hipertrigliceridemia e mielossupressão (KHANNA, 2000). Já a combinação 
do uso de tacrolimus e rapamicina aumenta a segurança e diminui o índice 
de nefrotoxicidade  (KAHAN, 1998). 
Para que os retalhos compostos alógenos sejam mais utilizados em 
reconstruções de grandes perdas de tecido é fundamental que sejam 
elaboradas novas alternativas  imunossupressoras, sem efeitos colaterais e 
suficientemente potentes para ultrapassar a barreira da antigenicidade 
cutânea. 
Vários protocolos têm sido usados na prevenção de rejeição aguda, 
entretanto não há consenso sobre qual terapia adequada, entre elas o uso de 
doses subterapêuticas de drogas sinérgicas bem como associação de 
terapias celulares (FERREIRA et al., 1995; GORANTLA et al., 2003).  
O tacrolimus é  de 30 a 100 vezes mais potente que a cyclosporina, 
in vitro, com incidência de rejeição aguda mais baixa e, apesar dos dois  
terem o potencial de induzir lesões fibrogênicas no rim, o tacrolimus tem 
sido associado com menos nefrotoxicidade (MAES & 
VANRENTERGHEM, 2004). 
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2. OBJETIVO 
 
 
 
 
Estudar efeitos de tacrolimus e rapamicina sobre as 
células T regulatórias em transplante composto de 
tecido alógeno. 
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3. LITERATURA 
 
 
HISTÓRICO TATC, PROTOCOLOS CLÍNICOS 
 
GILBERT (1964) transplantou o antebraço e a mão de um cadáver 
utilizando prednisona, azatioprina e radiação local como tratamento 
imunossupressor. O sucesso inicial foi seguido pela rejeição no 14º dia. 
 
 
  DUBBERNARD et al. (1999) publicaram o relatório de seis meses 
de pós-operatório de transplante de mão. Em setembro de 1998, os autores 
transplantaram o antebraço distal direito e a mão de um cadáver de 41 anos 
para um homem de 48 anos que havia sofrido amputação traumática do 
terço distal. O protocolo de imunossupressão foi composto, na terapia de 
indução, por globulinas antitimócitos, tacrolimus, ácido micofenólico e  
prednisona. A terapia de manutenção incluiu os mesmos agentes, 
excetuando-se as globulinas.  
Foram observados sinais clínicos e histológicos leves de rejeição 
cutânea de 8 a 9 semanas após a cirurgia. Para o tratamento desses 
episódios foi optado por um aumento na dose de corticoids (prednisona) 
associada a aplicação de imunossupressores tópicos como o tacrolimus e e 
o clobetasol. Àquela altura, os autores tinham a expectativa que a terapia 
imunossupressora fosse eficaz contra episódios de rejeição aguda. A 
expectativa quanto à recuperação funcional também era positiva. Eles 
esperavam que esta seria semelhante aos casos de reimplante.  
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KANITAKIS et al. (2003) relataram a evolução clínica do primerio 
transplante de mão alógena em humanos. O mesmo foi removido 29 meses 
após o transplante devido à rejeição irreversível da mão transplantada, 
causado pela não aderência do paciente ao tratamento imunossupressor.  
Eles relataram que a partir do 15º mês, o componente cutâneo do 
transplante apresentou pápulas liquenoides que progressivamente se 
espalharam e coalesceram em lesões difusas eritemato-descamativas. A 
análise anátomo-patológica mostrou que as alterações mais graves se 
manifestaram na pele. Uma inflamação leve foi encontrada nos músculos e 
tendões. Ossos e tendões foram poupados, corroborando com estudos 
experimentais anteriores, de que a pele é um tecido que apresenta maior 
imunogenicidade com uma tendência maior a episódios de rejeição.  
 
 
LEVI et al. (2003) reportaram suas experiências iniciais com 
alotransplantes de parede abdominal provenientes de cadáveres, para 
fechamento de abdômen de pacientes submetidos a transplante de intestino.  
Os autores transplantaram nove paredes abdominais em oito 
pacientes. As anastomoses artetriais para suprimento sanguíneo foram 
realizadas nos vasos epigástricos inferiores. Sete dos oito pacientes 
receberam alemtuzumab na indução e tacrolimus para manutenção. 
Biópsias de pele foram realizadas aleatoriamente e ao haver suspeita de 
rejeição.  
Dos pacientes transplantados, seis sobreviveram e cinco deles com 
os retalhos alógenos de paredes abdominais intactas. Dois pacientes 
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apresentaram episódios leves de rejeição aguda que foram resolvidos com 
corticoterapia. Concluiu-se que este procedimento é uma boa alternativa 
para os pacientes que necessitam ser submetidos a transplante de intestino e 
de um aumento do espaço intra-abdominal ou da cobertura cutânea 
abdominal . 
 
 
PETIT et al. (2003) publicaram uma revisão sobre os casos clínicos 
de transplante alógeno de tecido composto (TATC) já realizados no 
mundo. Mencionaram que o transplante de mão, realizado em Lion em 
1998, trouxe grande controvérsia ao meio médico. Apesar disso, dez 
pacientes receberam transplantes de mão, de 1998 a 2003, e outros 
pacientes receberam transplantes de joelho e laringe.  
Apesar de existirem poucos casos no mundo e terem iniciado esse 
tipo de tratamento a pouco tempo, os autores defendem o uso de TATC. 
Eles alegam que não é uma técnica nova. Na realidade é realizada uma 
reconstrução com técnicas microcirúrgicas já bem estabelecidas, associadas 
à terapias de transplante bem estabelecidadas em transplantes de órgãos 
sólidos. Em seu propósito (correção de defeitos físicos), objetivo 
(reconstrução de estruturas anatômicas idênticas) e técnica (transferência 
de tecidos vascularizados), o uso dos retalhos compostos alógenos 
representa a essência da cirurgia reconstrutora.  
Os benefícios apresentados pelos autores desta terapêutica em 
relação o uso de retalhos microcirúgicos autógenos são ausência de 
morbidade de área doadora; resultado imediato, não necessitando de vários 
tempos cirúrgicos; neurotização do retalho composto, com maior potencial 
para ser funcional; e aspecto estético natural.  
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Apesar destes benefícios, os efeitos colaterais da imunossupressão 
crônica ainda limitam o uso mais abrangente dos retalhos compostos 
alógenos na cirurgia reconstrutora. Os autores relatam que pesquisas em 
vários laboratórios já vislumbram uma redução significante da necessidade 
de imunossupressão, porém mais pesquisas são necessárias para que o 
emprego de retalhos compostos alógenos seja mais disseminado . 
 
 
LANZETTA et al. (2005) relataram as informações iniciais coletadas 
pelo International Registry on Hand and Composite Tissue Transplantation 
(IRHCTT). Este órgão foi criado em 2002 com a intenção de registrar 
informações detalhadas sobre todos os casos de transplantes de retalhos 
compostos alógenos, realizados desde 1998, possibilitando assim a 
oportunidade dos participantes se manterem atualizados sobre os últimos 
desenvolvimentos. 
 O relatório inicial ofereceu uma revisão dos casos realizados entre 
setembro de 1998 e setembro de 2004. Em síntese, relataram que 18 
pacientes do sexo masculino foram submetidos a 24 transplantes de 
mão/antebraço/dígitos (11 transplantes de mão monolaterais e 4 bilaterais, 
2 transplantes de antebraços bilaterais e 1 transplante de dedo). Todos os 
pacientes sobreviveram e todos os retalhos sobreviveram no primeiro e no 
segundo ano após a cirurgia. 
 Após este período, houve dois casos de rejeição aos retalhos em 
pacientes não aderentes ao tratamento. Observaram-se episódios de rejeição 
aguda na pele do retalho alógeno de 12 pacientes no primeiro ano após o 
transplante. Dentre os efeitos colaterais das drogas imunossupressoras, os 
mais comuns foram infecções oportunistas e complicações metabólicas.  
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Todos os pacientes desenvolveram sensibilidade protetora e 17 
pacientes também atingiram sensibilidade discriminativa. A recuperação da 
função de10 músculos extrínsecos e intrínsecos possibilitou a realização da 
maioria das tarefas diárias. 
Os autores concluíram que, apesar da enorme carga antigênica, os 
transplantes de mão se tornaram uma realidade clínica, com necessidade de 
imunossupressão comparável aos dos transplantes de órgão sólido. 
 
 
PETRUZZO et al. (2006) fizeram um relatório sobre os eventos 
relacionados a dois casos de transplante bilateral de mãos 6 anos após o 
primeiro transplante. Ambos os casos tiveram terapia de indução com 
anticorpos monoclonais, prednisona, tacrolimus e micofenolato mofetil e 
terapia de manutenção com prednisona, tacrolimus e micofenolato mofetil.  
O primeiro caso apresentou dois episódios de rejeição aguda no pós-
operatório 53 e 82 dias. O segundo paciente nos dias 57 e 86, com variação 
clínica máculas róseas a pápulas eritematosas, escamosas, levemente 
infiltradas. As biopsias evidenciaram principalmente fenótipos 
CD3+/CD4+ ou CD3+/CD8+ com uma baixa porcentagem de células T 
regulatórias. 
 Todas as células da epiderme, derme e hipoderme estavam 
presentes. Foram utilizados prednisona e tacrolimus tópico para tratar os 
episódios de rejeição aguda. A recuperação motora se deu, inicialmente, 
nos músculos extrínsicos e, posteriormente, nos músculos intrínsecos, 
atingindo estágio satisfatório após dois anos. Assim, foi demonstrado que o 
procedimento cirúrgico poderia ser feito e a terapia imunossupressora se 
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mostrou eficaz com efeitos colaterais limitados bem como a importância da 
reabilitação do paciente para recuperar recuperação funcional. 
 
 
SHUIND et al. (2006) apresentaram um relatório de 37 meses de 
pós-operatório do primeiro transplante de mão realizado na Bélgica. A 
imunossupressão realizada, neste caso, foi a indução com globulina 
antitimócitos e prednisona, tacrolimus e micofenolato mofetil na indução e 
manutenção. Até então, a terapia imunossopressória estava sendo bem 
aceita com um episódio de hiperglicemia transitória na primeira semana, 
biópsias de pele no dia pós-operatório 6, 25, 159, 437 e 466, não 
videnciaram sinais de rejeição, exceto no dia 437 em que houve um 
pequeno infiltrado perivascular. 
 
 
LANZETTA et al. (2007), no Second Report of the International 
Registry of Hand and Composite Tissue Transplantation, deram 
continuidade à troca de informações entre os programas de transplante de 
mão. Até aquele momento 100% dos pacientes estavam vivos, todas as 
mãos transplantadas (23 até então) e estavam viáveis após 1 ano de 
transplante. 
 As principais complicações foram infecções oportunistas tais como: 
citomegalo vírus; enterite por clostridium dificile; herpes simples, micose 
cutânea e osteíte ulnar por Staphylolococcus aureus. Os efeitos colaterais 
mais comuns foram: hiperglicemia transitória, valores aumentados de 
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creatinina e Síndrome de Cusching. Todos se mostraram transitórios e 
reversíveis. 
 A cor da pele das mãos, bem como sua textura e pilificação se 
mostraram normais. A recuperação motora começou pelos músculos 
extrínsicos, evoluindo posteriormente para os músculos intrínsecos. A 
recuperação destes últimos em um estágio mais tardio, iniciando 12 meses 
após o transplante. 
 A recuperação dos dois grupos musculares permitiu aos pacientes 
realizar a maior parte das atividades diárias. Após oito anos de experiência 
clínica em transplante de mão, este se mostrou tecnicamente possível de se 
realizar e, embora os episódios de rejeição tenham sido revertidos, ainda é 
necessário o uso de uma combinação de drogas imunossupressoras e o 
acompanhamento cuidadoso do receptor é mandatório. 
 
 
BONATTI et al. (2009) relataram complicações infecciosas em 
transplantes duplos de mão. Entre 2000 e 2006 foram avaliados três 
pacientes submetidos a transplante bilateral de mão (na realidade dois de 
mão e um no nível do antebraço). Os três casos foram acometidos por 
doença associada ao citomegalovírus (CMV). O primerio caso tinha 
sorologia positiva para CMV no doador e negativa no receptor; os outros 
dois eram positivos, tanto no doador como no receptor. Os dois primeiros 
pacientes evoluíram com uma forma complicada desta infecção, sendo 
necessário utilizar anti-CMV hiperimunoglobulina, foscarnet e cidofovir, 
com sucesso no controle da infecção; o terceiro paciente evoluiu com uma 
forma leve da infecção tratado com sucesso com ValGCV.  
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O receptor do transplante no antebraço evoluiu com diferentes tipos 
de infecção, provavelmente por causa da intensa dose de imunossupressão, 
necessária, devido aos episódios recorrentes de rejeição desse paciente 
como infecção em tecido mole, adquirida durante uma atividade de 
recreação, a colite associada a clostridium dificille e a Papiloma vírus 
humano relacionado ao doador. 
 
 
JABLECKI et al. (2009) reportaram episódio leve de rejeição, após 
modificação no protocolo de imunossupressão. Neste caso, houve evolução 
adequada durante os primeiros 20 meses sem eventos adversos e 
recuperação funcional dentro do esperado. 
 O protocolo de imunossupressão era composto por Cellcept, 
prednisolona e tacrolimus cuja dose era de 7mg/d. Foi feita uma tentativa 
de modulação da imunoterapia e foi reduzida a dose de tacrolimus para 
4mg/d. Dez dias após a implementação do novo regime, lesões 
eritematosas leves apareceram na face palmar e dorsal da mão. 
 Biópsias de pele revelaram infiltrado linfocitário perivascular e Peri- 
neural,  composto principalmente por células T CD3+. Este episódio foi 
tratado com metil prednisolona por três dias e creme tópico de Tacrolimus 
por cinco dias com sucesso. 
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IMUNOLOGIA DO TRANSPLANTE 
 
 
CABALLERO et al. (2006), demonstraram que os aloantígenos do 
doador podem ser apresentados ao sistema imune do receptor através de 
diversos meios. Pelo meio de reconhecimento direto, moléculas classe I e II 
intactas do doador presentes na célula apresentadora deste são reconhecidas 
diretamente pelas células CD4+, CD8+ do receptor.  
No mecanismo indireto, as moléculas do doador classe I e II são 
englobadas, processadas e apresentadas no contexto das moléculas MHC 
do receptor às células CD4+ e CD8+. A resposta contra a apresentação 
direta apresenta uma grande frequência de células T reativas, enquanto o 
mecanismo direto apresenta uma baixa frequência destas células. 
 As células T regulatórias têm se mostrado importantes na limitação 
da atividade das células T reativas e a rapamicina induz rápida morte 
celular das células alorreativas diretas .  
 
 
SEMIONOV & KLIMCZAK (2008), demonstraram que complexos 
de histocompatibilidade são responsáveis pela rejeição nos tecidos 
geneticamente diferentes. As moléculas do complexo de 
histocompatibilidade não são igualmente distribuídas em diferentes tecidos 
do corpo. As moléculas de classe I estão distribuídas em todas as células do 
corpo, enquanto as moléculas de classe II estão na superfície dos agentes 
do sistema imune como células apresentadoras de antígenos, células B e 
células T ativadas, a expressão delas depende de citoquinas, interferon γ e 
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fator de necrose tumoral. Em última análise, complexos de 
histocompatibilidade classe II são alvos para rejeição, pois se ligam a 
antígenos em seus sítios de ligação e os apresentam às moléculas T.  
As células T são divididas em dois grupos: as células Tαβ e as 
células T γδ. As primeiras são responsáveis por quase todas as respostas 
imunes, enquanto as segundas respondem mais a estímulos virais e 
bacterianos, além de imunidade antitumoral.  
          As células Tαβ se dividem em dois grupos. Aquelas que apresentam 
os antígenos e induzem resposta imune carregam moléculas CD-4 e aquelas 
que agem de forma citotóxica e carregam moléculas CD-8.  
Para a ativação de células T existe uma série de três eventos que 
devem ocorrer. O primeiro passo é alcançado por meio do receptor de 
antígeno da célula T através do reconhecimento do antígeno de peptídeos 
originários do doador em associação de antígenos do complexo de 
histocompatibilidade expressos no retalho. O passo seguinte da ativação de 
células T é o envio de sinais coestimulatórios, através da ligação de 
moléculas como CD-28 a seus ligantes com CD-80 e CD-86 expresso nas 
células apresentadoras de antígeno do doador.  
         Quando os sinais coestimulatórios estão completos, as células T 
secretam interleucina-2 que interage com o seu receptor de antígeno na 
célula T e gera um terceiro sinal na ativação de célula T. Isto leva à 
diferenciação das células T. Estas células, na sua maioria CD-4+, 
participam da rejeição, principalmente através da secreção de citoquinas. 
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PROTOCOLOS DE IMUNOSSUPRESSÃO NO TRANSPLANTE 
COMPOSTO ALÓGENO (CTA) 
  
 
MADANI et al. (2008) resumiram o uso de imunossupressores. No 
processo de indução no transplante  é usado uma combinação de agentes 
que consiste em inibidores da calcineurina (cyclosporina e tacrolimus) e 
agentes antiproliferativos como o micofenolato mofetil. Estes são 
suplementados com corticosteroides e imunossupressão por anticorpos. Já a 
terapia de manutenção explora os efeitos sinérgicos para reduzir as doses e 
os efeitos colaterais da imunossupressão. Os resultados em transplante 
renal têm demonstrado o sucesso dessas terapias, mas também têm 
evidenciado suas complicações.  
 
 
MECANISMO DE AÇÃO DA RAPAMICINA E SUA AÇÃO 
MANTENDO IL-2 
 
 
DUMOND & SU (1996), em revisão do mecanismo de ação da 
rapamicina, lembraram que esta droga havia, até então, se mostrado efetiva 
em modelos animais de transplante, evitando rejeição e prolongando a 
sobrevida dos transplantes, tanto de pele como de órgãos sólidos e 
realizando a integração de células de medula óssea. 
 A rapamIcina já tinha se mostrado efetiva sozinha ou em associação 
com baixa dose de ciclosporina no pré-tratamento de órgãos transplantados, 
aumentando sua sobrevida após o transplante. Também se mostrou efetiva 
em evitar tanto rejeição aguda, como crônica. 
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 Esta droga não inibe a ativação dos genes de linfocinas em células T 
dependente da calcineurina, porém bloqueia o processo de ciclo celular das 
células T na fase G1, impedindo sua progressão para fase S, permitindo a 
reentrada, nesta fase, de duas a quatro horas após a interrupção de sua 
administração. Seu mecanismo de ação não se mostrava específico para a 
proliferação de células T mediada por IL-2. Também se mostrava efetiva 
na inibição de expressão de granzima B, apesar da presença de células T 
CD8+, indicando que estas poderiam não ter recebido estímulo para sua 
atividade citopática. 
  Já estava demonstrado que a rapamicina formava um complexo 
com a proteína FK Binding protein 12 (assim como o tacrolimus), mas este 
complexo se ligava com um receptor denominado mTOR (mammalian 
target of rapamycin). 
 
 
MEIER-KRIESCHE & KAPLAN (2000) avaliaram diversos estudos 
levando em conta a toxicidade e eficácia da rapamicina. Esta droga alcança 
sua concentração máxima em 1 a 3 horas, apresentando uma meia vida de 
60 horas, distribuindo-se em diferentes tecidos e sua administração 
associada à ciclosporina pode melhorar esta distribuição. Ela comprovou 
ser eficaz em diminuir episódios de rejeição aguda, entretanto se mostrou  
associada à trombocitopenia, leucopenia e à hiperlipidemia, bem como a 
contagem de plaquetas se mostrou menor em pacientes recebendo doses 
maiores de rapamicina. Neste caso, os triglicérides se mostraram 
aumentados.  
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NAPOLI & TAYLOR (2001) escreveram extensa revisão sobre a 
rapamicina. Demostraram o que estava claro até então, concordando com o 
que foi mencionado acima, que esta droga age mantendo a célula entre a 
fase G1 e S , diferente do tacrolimus e ciclosporina que agem em etapas 
precedentes ligadas à ativação de calcineurina. 
 A rapamicina inibe proliferação e crescimento estimulado por 
citoquinas em células imunológicas. Sua ação sobre células natural killer e 
citotoxicidade, dependente de anticorpos, depende de doses maiores. Foi 
confirmado o sinergismo entre a rapamicina e os inibidores da calcineurina 
através de experimentos in vitro. 
Após formar um complexo com a FKBP-12, a rapamicina se liga a 
um receptor, a MTOR (como descrito acima), que regula a progressão do 
ciclo celular a partir de G1. Evidências mostram que por inibição da 
fosforilação, dependente de interleucina 2 da proteína ribossomal p70, o 
recrutamento da p70 parece ser comum à cascata de ativação CD3 e CD28 
das células T. 
In vivo, em transplantes renais, a rapamicina se mostrou eficaz com 
terapia primária. 
 
SEHGAL (2003) abordou os principais achados sobre a rapamicina, 
desde seu descobrimento até temas já abordados como a formação do 
complexo com FKBP e a ligação com mTOR. Foi mencionado que a 
rapamicina inibe a proliferação de células alteradas da linhagem linfoide, 
células nervosas hepáticas, melanocíticas, osteoblásticas, miogênicas, 
renais, tecido conectivo, bem como a proliferação de células B e T, 
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transformadas por HTLV-1 e EBV. Em camundongos, o uso de rapamicina 
foi efetivo contra certos tumores de cólon. 
Apesar de inibir a proliferação de células T induzida por IL-2  a 
rapamicina não impede o sinal que resulta na apoptose celular. 
 
 
THERVET (2006) revisou situações em que procurou se retirar o uso 
de ciclosporina devido a seus efeitos colaterais (especialmente 
nefrotoxicidade) e trocar pelo uso de rapamicina. Ele mostrou estudos em 
que a associação de ciclosporina e rapamicina diminuiu a incidência de 
rejeição aguda, entretanto aumentou o nível de nefrotoxicidade em 
comparação à associação de ciclosporina e micofenolato mofetil. 
Neste estudo foram avaliados cinco ensaios clínicos randomizados 
realizados na Europa, Canadá, EUA e Austrália. Nesta experiência, os 
pacientes submetidos a transplantes recebiam, nos primeiros três meses, 
terapia combinada de ciclosporina e rapamicina. 
 Após três meses, os pacientes elegíveis, de acordo com ausência de 
rejeição aguda e função renal normal, eram randomizados com o objetivo 
de retirada de ciclosporina e manutenção da rapamicina. Como resultado, 
observou-se que não houve aumento da mortalidade dos pacientes após a 
retirada de ciclosporina, bem como alteração na curva de sobrevida  do 
transplante. 
Na realidade, houve um aumento na curva do grupo mantido só com 
rapamicina, entretanto houve um aumento nos episódios de rejeição aguda, 
porém não sem diferença estatística. Finalmente, pacientes submetidos à 
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retirada de ciclosporina e manutenção com rapamicina tiveram melhora 
significativa na função renal. 
 
 
BREWER et al. (2008), devido ao fato de um dos efeitos colaterais 
da rapamicina ser a limitação do processo de recuperação da ferida, bem 
como estar associado a um aumento na incidência de deiscência de sutura, 
estudaram os índices dessas complicações em pacientes que receberam 
rapamicina, submetidos à cirurgia dermatológica, em comparação a 
pacientes recebendo ciclosporina ou tacrolimus. Verificaram que houve 
maior incidência de infecções pós-operatórias e deiscência em pacientes 
recebendo rapamicina. 
 
 
MÜLLER-STEINHARDT et al. (2008), em um estudo in vitro e ex 
vivo, observaram a expressão do perfil de citoquinas no sangue de 
pacientes recebendo rapamicina. Na cultura in vitro de sangue de 
indivíduos saudáveis, quando adicionado rapamicina houve, após 24 horas, 
uma diminuição dos níveis de IL-2. Entretanto, isto não ocorreu de forma 
homogênia nos indivíduos. Alguns, após quatro horas, apresentavam uma 
atividade maior da IL-2. Isto se repetiu em experimento ex vivo. Foi 
postulado por estes autores que, de uma maneira geral, o uso de rapamicina 
pode controlar a ação da interleucina 2, mas que este efeito pode ser dose 
dependente e variável entre indivíduos diferentes. 
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HORIBE et al. (2008) observaram que a administração de células 
dendríticas do doador, condicionadas com rapamicina e pulsadas com 
aloantígeno, aumentava a sobrevida de transplantes alógenos devido à 
diminuição da responsividade imune das células T. Também relataram um 
aumento significativo das células T regulatórias nos baços dos animais que 
apresentaram longo tempo sem apresentar rejeição dos transplantes. 
 
 
IDOLEAMINA 2,3 DIOXIGENASE  E SUA PARTICIPAÇÃO EM 
MECANISMOS REGULATÓRIOS 
 
 
 
JIANPING et al (2007) desenvolveram um estudo que, através de um 
adeno vírus recombinante, administraram clone de genes de Idoleamina 2,3 
dioxigenase (IDO) a corações transplantados de ratos Fisher para Lewis.  
Observou-se que, in vitro, o gene com o código da IDO inibia as 
células T. Este gene também prolongava a vida desses enxertos, entretanto 
para uma sobrevida mais extensa foi necessário administrar um dose baixa 
de ciclosporina A. Houve também uma diminuição do infiltrado 
leucocitário bem como a expressão de citoquinas, ou seja, neste modelo 
houve um prolongamento na sobrevida dos transplantes sendo necessário, 
entretanto, uma terapia com ciclosporina A para estender esta sobrevida. 
 O mecanismo de ação que leva a este resultado não ficou claro 
ainda. Dentre as possibilidades levantadas por Jianping está a inibição 
direta de células CD4+, CD8+ e natural killer (NK) por metabólitos do 
triptofano. 
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HAUTZ et al. (2009) observaram que os níveis de FoxP3 e IDO se 
mantêm semelhantemente baixos ou altos de acordo com os episódios de 
rejeição. 
 
 
IMPORTÂNCIA DA CÉLULA T REGULATÓRIA NOS 
MECANISMOS TOLEROGÊNICOS 
 
 
SCULLY et. al. (1994) verificaram que usando um anticorpo para 
bloquear as células CD4 e CD8 foi possível causar tolerância de 
camundongos CBA/Ca (receptor) a camundongos B10.BR.  Ao extrair 
linfócitos destes animais e transferir concomitantemente  a camundongos 
recebendo o meso transplante, observou-se um comportamento de 
tolerância após cinco semanas. 
 
 
SAKAGUCHI et al. (1995) investigaram mecanismos de tolerância 
mantidos por células pré-ativadas expressando CD25. Primeiramente, os 
autores confirmaram se a eliminação de células CD25 poderiam estimular 
doenças autoimunes. Assim, suspensões de células de baços de 
camundongos BALB/c nu/+ ou +/+ foram depletadas de suas células CD25 
e então inoculadas em camundongos BALB/c nu/nu, levando ao 
aparecimento de lesões inflamatórias em vários órgãos, dependendo da 
dose de células inoculadas. 
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 Por outro lado, a transferência de  suspensões celulares enriquecidas 
com células CD4+CD25+ permitiu a prevenção de doenças autoimunes. Os 
autores também observaram se estas células poderiam influir na reação 
contra antígenos externos ao organismo. Neste caso, observaram que as 
células CD25+ causam dimunuição na resposta celular e humoral contra 
este tipo de antígeno. 
 
 
COBBOLD et al.  (1996),  em uma revisão do que havia sido 
observado até então, mencionaram que o uso de anticorpos não 
depletadores anti CD4 e anti CD8, administrados concomitantemente, 
poderiam induzir tolerância. Já havia observado também casos em que 
camundongos CBA/Ca receberam transplante de pele de BALB.K e depois 
receberam anticorpos não depletores antiCD4 e CD8 e desenvolveram 
tolerância. 
 
 
KINGSLEY et al. (2002) realizaram estudo demonstrando que 
células CD4+CD25+ podem prevenir rejeição. Neste estudo, camundongos 
CBA receberam tratamento com anticorpo anti CD4 no dia -28 e -27. No 
dia -27 eles também receberam transfusão específica do doador (B10) ou 
sangue de uma terceira parte (BALB/c). Baços foram preparados, no dia 0, 
para isolamento de células camundongos deficientes em célula T (Rag -/-) e 
foram reconstituídos por via intravenosa com células T fracionadas ou 
permaneceram não tratados. Estes animais receberam transplante de pele de 
camundongos B10. Os animais imunodeficientes que não apresentam 
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rejeição, receberam células CD4 CD45RB high retiradas do baço e 
linfonodos de camundongos  CBA naive, induzindo rejeição que foi 
evitada com o uso de contra transferência de células CD4+CD25+, 
extraídas dos baços dos animais pré-tratados com anticorpo anti CD4. 
 Os autores também investigaram se a regulação deste sistema era 
aloantígeno específica. Para tal, eles isolaram células T CD4+CD25+ dos 
animais tratados com sangue de terceira parte (BALB/c) sob o uso de 
anticorpo antiCD4. A contratransferência de células T CD45RB high CD4+  
(de animais naive) causou rejeição do enxerto B10 dos camundongos pré-
tratados, evidenciando ser um fenômeno antígeno específico. 
 Para determinar se ambos aloantígeno do doador e anticorpo anti 
CD4 são necessários para a geração de células T CD4+CD25+, 
camundogos receberam pré-tratamento apenas com anticorpo anti CD4 ou  
somente transferência específica de doado. Células CD4+ CD25+ isoladas 
de um ou de outro grupo foram incapazes de regular rejeição. Também foi 
tentado o uso de células CD4+CD25+ de animais naive sem sucesso no 
controle da rejeição. 
 
 
GRAÇA et al. (2002)(A), sabedores  que as células T CD4, 
reguladoras (Treg), poderiam ser isoladas a partir de baços de animais que 
desenvolvem tolerância a aloenxertos, através de terapias com Ac 
monoclonais não depletores. 
Tiveram como objetivo determinar se as células Tregs poderiam 
estar em enxertos de pele alógenos, previamente aceitos pelo camundongo 
receptor, através de regime indutor de tolerância. Para isso, estes enxertos 
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de pele tolerizados foram retransplantados em receptores depletados de 
células T. As células T, que estavam infiltradas no enxerto, migraram para 
o novo receptor. Estas células T foram isoladas do sangue periférico do 
novo receptor e foram testadas in vitro. 
 Os autores comprovaram que as mesmas possuíam função 
regulatória, pois estes novos receptores aceitaram novos enxertos de pele, 
obtidos a partir da mesma raça doadora do primeiro enxerto. Os resultados 
sugeriram que a supressão da célula T, observada durante o processo de 
rejeição de enxertos, é um processo ativo que opera além do tecido 
secundário e envolve presença constante das Tregs no local do transplante 
alógeno aceito pelo receptor. 
 
 
GRAÇA et al. (2002)(B), pesquisando o papel das células 
CD4+CD25+ e CD4+CD25- na tolerância ao transplante, submeteram 
camundongos CBA/Ca à timectomia e transplante de pele de cemundongos 
B10.BR. Tolerância foi induzida com anticorpos anti CD4 e CD8, sendo 
usado camundongos CPI-CBA como receptores com células depletadas 
para transfusão de células. 
 Esta raça é compatível com CBA/Ca e permite depleção seletiva 
com anticorpo humano anti CD52 (Campath-1H ). Os animais com células 
depletadas foram transfundidos com células de baços de animais tolerantes 
e de animais naive e depois receberam translante de pele de B10. 
 As células do baço de tolerante falharam em rejeitar os enxertos de 
pele, bem como revogaram rejeição por células T naive. Ao usar células 
CD4+ CD25+ e CD4+ CD25- isoladas de baços de camundongos CBA/Ca, 
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notou-se redução da rejeição em animais que receberam CD4+CD25+. 
Entretanto, animais que receberam células diversas de baço tiveram um 
nível de rejeição semelhante àqueles que receberam CD4+CD25-. 
 Usando células de animais tolerantes CD4+CD25+, mostrou-se 
eficaz em evitar rejeição, porém CD4+CD25- numa fração 10 vezes maior 
também se mostrou eficaz. Estes resultados permitem inferir que ambas 
células induzem tolerância, sendo uma 10 vezes mais potente que a outra. 
 
 
ZHENG et al. (2003) desenvolvaram um protocolo em que 
avaliaram a influência da IL-2 na atividade de células T reguladoras e 
conseguiram modular os níveis dessas células com a associação dessa 
interleucina e rapamicina.  
Para avaliar se o protocolo poderia não somente prolongar a 
sobrevida do transplante, mas também induzir tolerância específica ao 
doador, foi realizado um transplante de terceira parte e um secundário de 
mesmo doador. O transplante secundário foi aceito, mas não o de terceira 
parte.  
Finalmente, para avaliar se as células CD-4+/CD25+ tinham um 
papel na indução da tolerância, foram escolhidos indivíduos previamente 
tolerantes e realizado depleção de células T reguladoras com anticorpo 
anti-CD25 com posterior transplante de pele. Todos os indivíduos 
rejeitaram demonstrando que a modulação de células T reguladoras exerce 
papel importante para se alcançar tolerância. 
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GRAÇA et al. (2004), estudando o comportamento das células 
CD4+/CD25+, injetaram células CD4+/CD25+ de baços de camundongos 
CBA não estimulados associados a células T CD4+ em camundongos 
linfopênicos RAG1-/-. Os animais transfundidos foram submetidos a 
transplantes de enxertos de pele de camundongos, BALB/c, (CBA x 
BALB/c)F1, B10 ou (CBAxB10)F1, não foi observado rejeição em 
nenhum destes grupos. 
As DC plasmocitoides adquiriram o aloAg no aloenxerto e induziram 
a geração de células tregulatórias CCR4+CD4+CD25+FoxP3+(Tregs).  A 
depleção de DC plasmocitoides ou o impedimento da chegada da linfa ao 
linfonodo inibiu o desenvolvimento das células Tregs periféricas e 
consequente indução de tolerância. 
Portanto, os autores mostraram que com o auxílio de protocolos de 
indução detolerância, as DC plasmocitoides, apresentadoras de aloAg, 
migraram para os linfonodos e mediaram o desenvolvimento das células 
Tregs aloAg-específicas, induzindo tolerância ao aloenxerto. 
 
 
 
OCHANDO et al. (2006) publicaram um importante trabalho sobre 
as DC plasmocitoides, identificando-as como exercendo papel na indução 
de tolerância a alotransplantes cardíacos vascularizados. As DC 
plasmocitoides adquiriram o aloAg no transplante e induziram a geração de 
células tregulatórias CCR4+CD4+CD25+FoxP3+(Tregs).  A depleção de 
DC plasmocitoides ou o impedimento da chegada da linfa ao linfonodo 
inibiu o desenvolvimento das células Tregs levando a rejeição do 
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transplante. 
Estes autores demonstraram por outra via que a indução de células 
Tregs é fundamental para se alcançar tolerância. 
 
WALDMANN et al. (2006) descreveram que diversos estudos têm 
demonstrado a presença de células  T reguladoras CD4+/ CD25+ tem papel 
importante na indução da tolerância. 
 
 
DEMIRKIRAN  et al. (2006),  em um estudo em que foram 
avaliados pacientes submetidos a transplante de fígado, colheram amostras 
de sangue desses pacientes antes e em diversas ocasiões após este 
transplante, sendo o controle obtido de 16 voluntários sadios.  
As amostras de sangue periférico foram submetidas à análise por 
citometria de fluxo para a verificação dos níveis de células T reguladoras. 
Observou-se redução das células T reguladoras após transplante. Foi 
estabelecido uma ligação entre os níveis de células T reguladoras e 
episódios de rejeição nos primeiros 3 meses após o transplante.  
Um ano após o transplante, verificou-se um nível significativamente 
mais baixo de células T reguladoras nos pacientes que vivenciaram 
episódios de rejeição. Foi testado também o comportamento da população 
de células T reguladoras frente a diferentes regimes imunossupressórios e 
se observou que pacientes, recebendo inibidores da calcineurina 
(ciclosporina A e tacrolimus), apresentavam redução dos níveis de células 
T reguladoras.  
 
!! !
-.!&"'()*'+)*!
 
Segundo TAIEB et al. (2007), para a indução do mecanismo de 
tolerância é necessário a passagem por dois estágios. O primeiro é a 
inativação das células T reativas ao doador maduras, pré-existentes para 
evitar a rejeição da medula óssea do doador. O evento secundário envolve 
uma inativação vitalícia ou eliminação de células T reativas neo formadas 
para manter a tolerância.  
 
 
GORANTLA et al. (2010) corroboram evidências que as células T 
reguladoras têm papel importante nos mecanismos tolerogênico. Estas 
células têm um gene transcricional que ativa seu desenvolvimento e 
função. 
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4. MÉTODOS 
 
 
 
 Tipo de estudo:  
 Primário, intervencional, experimental, longitudinal, prospectivo, 
analítico e aleatorizado. 
 
 Comitê de ética: 
 University of Pittsburgh: 1001456A-2, assurance number: A3187-01 
UNIFESP: 0631/08 
 
Estudo piloto: 
Foram realizados transplantes de pata traseira de Brown-Norway 
para Lewis em seis animais, sendo que todos receberam soro 
antilinfócitário no PO -4 e PO 1, dois receberam 7 dias de tacrolimus 
2mg/kg/dia seguido de 0,5mg/kg/dia de rapamicina, dois receberam a 
mesma dose, porém 21 dias de rapamicina e os dois últimos receberam 2 
mg/kg/dia de tacrolimus por 7 dias seguido de uma dose mais baixa de 
rapamicina (0,25mg/kg/dia) por 21 dias. 
 Exceto os animais que receberam 2mg/kg/dia de tacrolimus seguido 
de 14 dias de rapamicina 0,5mg/kg/dia, todos rejeitaram antes do PO 45. 
Assim, confirmam-se a escolha da terapia de 7 dias de tacrolimus seguido 
de 14 dias de rapamicina. 
 
Animais:  
Ratos machos Lewis, Brown Norway, Wistar Furth foram adquiridos 
de Hiland Laboratory com oito semanas de idade com peso entre 200 e 
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250g. Eles foram mantidos em ambiente livre de patógenos no Biotério 
Central da Universidade de Pittsburgh, seguindo as normas do IACUC da 
Universidade de Pittsburgh e do Guia de Cuidados e Uso de Animais de 
Laboratório publicado pelo National Institutes of Health recebendo 
alimentação e água ad libitum. 
Houve divisão em duas etapas. A primeira foi chamada de 
experimento 1 e o intuito era avaliar a curva de sobrevida e estabelecer 
possíveis dados comparativos em possíveis animais tolerantes. Já a etapa 
seguinte foi chamada de experimento 2 e consistiu em submeter a 
transplante uma série de animais para tentar encontrar um mecanismo de 
ação desse protocolo. 
 
 
EXPERIMENTO 1 
 
 
O grupo experimental (TABELA 1) foi formado por transplantes de 
pata traseira (esquerda ou direita escolhido de forma aleatória) de ratos 
Brown-Norway para Lewis nesse grupo. 
 A terapia de indução à imunossupressão foi realizada com soro 
antilinfócito 4 dias antes da cirurgia e no primeiro pós-operatório. Os ratos 
foram medicados por via intraperitoneal com tacrolimus (Tecoland, 
Boston,USA) (2mg/kg/d) por 7 dias seguido de rapamicina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,5mg/kg/d), a partir do oitavo dia de pós-
operatório por 14 dias. 
 No pós-operatório 120 dias, estes ratos foram submetidos a enxerto 
de pele de ratos Brown-Norway e Wistar Furth para realizar teste de 
tolerância como enxerto de terceira parte foi usado Wistar Furth. Foi 
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considerado final do experimento rejeição grau 3 (segundo escala visual de 
BANFF)(CENDALES et al,2008) ou >150 dias. Os ratos foram submetidos 
à coleta de sangue da cauda para realização de citometria de fluxo no pós-
operatório 21 dias, 45 dias, e ao final do experimento. Ao final do 
experimento foi realizado eutanásia, utilizando-se câmara de dióxido de 
carbono (CO2).  
Foram submetidos à cirurgia mais três grupos de ratos (QUADRO 1) 
para a formação dos grupos para comparação terapêutica. Realizaram-se 
transplantes de Brown-Norway para Lewis e todos receberam terapia de 
indução com soro antilinfócito  no pré-operatório 4 e pós-operatório 1. Os  
grupos receberam, respectivamente, tacrolimus por 21 dias, rapamicina por 
21 dias e rapamicina e tacrolimus durante 21 dias concomitantemente.  
 
 
QUADRO 1  Grupos referentes ao experimento 1 
Grupos Tratamento N Citometria 
de fluxo 
para FoxP3 
Teste de 
tolerância 
PO 120 
Curva de 
sobrevida 
1 ALS + tacrolimus 
21d 
4   Sim 
2 ALS + rapamicina 
21d 
4   Sim 
3 ALS + tacrolimus + 
rapamicina 21d 
4   Sim 
4 ALS + tacrolimus 
7d + rapamicina 
14d 
6 PO 21, 
45,150 
Sim Sim 
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EXPERIMENTO 2 
 
 
Para identificar o mecanismo de ação foi realizado um segundo 
experimento com os mesmos grupos utilizados no experimento inicial 
(QUADRO 2). Foram submetidos a transplante de pata traseira (esquerda 
ou direita escolhido de forma aleatória) Brown-norway para Lewis três 
ratos do grupo experimental e grupos complemetares, sendo que em cada 
dia cirúrgico se submeteu a transplante um rato de cada grupo. 
 Estes animais receberam os mesmos tratamentos por 21 dias e ao 
final deste período sofreram coleta de sangue para a realização de 
citometria de fluxo. Estes ratos também foram submetidos à coleta de 
sangue para a mediçãodos níveis de indoleamina 2,3-dioxigenase, nos dias 
de pós-operatório 0, 5, 10, 15, 21. 
 
 
QUADRO 2   Grupos referentes ao experimento 2 
Grupos Tratamento N Indoleamina 2,3-
dioxigenase 
Citometria de 
Fluxo para 
FoxP3 
1 ALS + 
tacrolimus 21d 
3 PO 0, 5, 10, 15, 21 PO 21 
2 ALS + 
rapamicina 21d 
3 PO 0, 5, 10, 15, 21 
 
PO 21 
3 ALS + 
tacrolimus + 
rapamicina 21d 
3 PO 0, 5, 10,15, 21 
 
PO 21 
4 ALS + 
tacrolimus 7d + 
rapamicina 14d 
3 PO 0, 5, 10,15, 21 
 
PO 21 
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TRANSPLANTE DE PATA  
 
 
Os ratos Lewis receberam transplantes de pata traseira de doadores 
Brown-Norway e foram divididos nos seguintes grupos: (1) soro 
antilinfócito (ALS Accurate Chemical, Westbury, NY, USA) + tacrolimus 
21 dias; (2) ALS + rapamicina 21 dias; (3) ALS + tacrolimus + rapamicina 
21 dias; (4) ALS + tacrolimus 7 dias + rapamicina 14 dias. 
Os ratos Brown-Norway (doadores) e Lewis receptores foram 
escolhidos de forma aleatória. Inicialmente foi realizada uma anestesia 
intraperitoneal com pentobarbital sódico 40mg/kg (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA). Após anestesiado, as patas traseira e região abdominal 
foram submetidas à epilação com depilador elétrico. 
Uma incisão circunferencial na pele da raiz da coxa do doador foi 
realizada.  
 
 
FIGURA 1 Incisão circunferencial em coxa de doador 
                    Brown-Norway 
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Foi realizada dissecção e ligadura dos vasos epigástricos inferiores.  
 
 
FIGURA 2 Vasos epigástricos dissecados  
                    (FERREIRA LM, 1994) 
 
 
A artéria, veia e nervo femoral foram então dissecados. Após lavar a 
artéria femoral e a veia com solução de Ringer Lactato (Sigma Aldrich, 
USA) com heparina, 1U de heparina por ml de Ringer (Baxter, Viena, 
Áustria), a veia femoral foi ligada e seccionada o mais próximo possível 
(adjacente ao ligamento inguinal).  
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FIGURA 3 Ligadura dos vasos femorais do doador  
                     (FERREIRA LM,  1994) 
 
 
Os grupos musculares da coxa foram identificados e separados o 
mais próximo possível de suas origens tendinosas. Uma osteotomia a 90 
graus foi realizada com uma serra óssea afiada e a pata foi liberada do 
animal doador. 
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FIGURA 4 Pata do rato após ressecção (FERREIRA LM, 1994) 
 
 
O transplante foi lavado com solução de ringer heparinizada 
(descrito acima) com uma seringa de 5ml acoplada a uma agulha de 
insulina que teve sua ponta partida para não traumatizar a parede do vaso. 
Através da introdução desta seringa pela luz da artéria femoral e com o 
auxílio do microscópio foi realizada lavagem do enxerto até a saída de 
líquido transparente pela luz da veia femoral. O enxerto foi então mantido 
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no refrigerador do laboratório a 4 ºC, coberto com gase umedecida com 
Ringer Lactato até o momento do implante. 
O procedimento cirúrgico para remover o membro do receptor foi 
similar ao procedimento realizado no doador, exceto pelo fato deste não ter 
sido lavado com solução de Ringer Lactato e heparina e todas as estrutura 
neurovasculares foram seccionadas o mais distal possível (proximal à 
proeminência dos vasos epigástricos inferiores) para permitir comprimento 
máximo para a realização das anastomoses necessárias. 
 
 
 
FIGURA 5 Incisão circunferencial no  
membro do receptor 
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FIGURA 6    Dissecção e ligadura dos vasos epigástricos 
 
 
 
 
FIGURA 7 Ligadura dos vasos femorais proximal à  
                  proeminência dos vasos epigástricos 
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FIGURA 8 Secção da musculatura da coxa e osso femoral 
 
 
O implante do alo transplante começa com a osteossíntese usando 
uma agulha de 18 gauge e fazendo o papel de haste intramedular. Músculos 
foram então suturados com pontos simples com Vycril 5-0 (Ethicon, USA).  
 
 
 
FIGURA 9 Colocação de haste intramedular 
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FIGURA 10   Sutura da musculatura com pontos simples 
 
 
A veia e a artéria femoral foram anastomosadas usando técnica 
microvascular padronizada com fios monofilamentados de nylon 10-0 
(Ethicon Inc, St. Ângelo, TX, USA), usando clamp microcirúrgico número 
1 com moldura. Para a realização da anastomose venosa foi utilizado o 
mesmo clamp microcirúrgico V1. Os primeiros dois pontos foram 
colocados nas laterais formando um ângulo de 180 graus, foram colocados 
quatro pontos simples na parede posterior e 4 na parede anterior que 
somados aos das laterais totalizaram dez.  
Para a anastomose arterial foram realizados 8 pontos simples, sendo 
os dois primeiros laterais da mesma maneira que na anastomose venosa, 
estes foram usados para manter a artéria fixa na moldura. 
 Em seguida, foram realizados três pontos simples na parede 
posterior, sendo a anastomose finalizada com três pontos simples na parede 
anterior do vaso. Não foi realizado anastomose nervosa.  
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FIGURA 11   Artéria femoral fixa no clamp com veia já anastomosada 
 
 
 
FIGURA 12   Anastomose arterial 
 
 
No final das anastomoses foram retirados os clamps e checado 
quanto a existência de algum sangramento. Na ausência do mesmo foi 
realizado o fechamento da pele que foi suturada com pontos contínuos de 
fio Vycril 5-0 (Ethicon Inc, St. Ângelo, TX, USA).  
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FIGURA 13   Após retirada dos clamps, revisão da hemostasia 
 
 
 
FIGURA 14   Pós-operatório imediato após fechamento da pele 
 
 
Ao final do procedimento cirúrgico os ratos foram alocados em suas 
respectivas caixas para se recuperar da anestesia. Estas, por sua vez, foram 
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colocadas sobre uma placa térmica que mantinha a temperatura da caixa em 
37 ºC. Os animais eram mantidos assim e observados até estarem 
totalmente despertos. Os animais doadores sofriam eutanásia em uma 
câmara de CO2 e, juntamente com os membros dos receptores, eram 
guardados em congelador previamente designado para esta função de onde 
eram removidos seguindo as regras de cuidados com animais de laboratório 
do NIH. 
No pós-operatório, os ratos receptores receberam de imediato 
Buprenex (Buprenorfina) intra peritoneal 0,1mg/Kg  (Reckitt Benckiser, 
Slough, UK) para alívio da dor e Baytril 5% (Enrofloxacina 50mg/ml) intra 
peritoneal 2,5ml/Kg (Bayer Healthcare AG, Monheim,Germany) para 
antibiótico profilaxia. Estas drogas foram mantidas por três dias. 
A primeira dose do protocolo de imunossupressão também foi 
administrada no pós-operatório imediato. 
 
 
DIAGNÓSTICO VISUAL DE REJEIÇÃO  
  
 
O membro transplantado foi observado diariamente verificando 
sinais de rejeição (edema, mudança de cor e necrose de pele), segundo a 
classificação de BANFF (CENDALES et al., 2008). O escore de critério 
visual foi usado para avaliar o grau de rejeição. Foi considerado rejeição do 
membro, grau 3 de rejeição. 
Classificação de BANFF: 
 Grau 0 – sem sinais de rejeição  
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 Grau 1 – hiperemia do membro 
 Grau 2 – hiperemia e edema do membro 
 Grau 3 – descamação da pele 
 Grau 4 – Mumificação do membro 
 
 
TESTE DE TOLERÂNCIA 
 
 
Os animais do grupo experimental que não apresentaram rejeição até 
o pós-operatório 120, foram submetidos a um teste de tolerância que 
consiste em um enxerto de pele de uma terceira parte. Estes animais foram 
submetidos a enxerto de pele de um animal da mesma raça do doador 
(Brown-Norway) e outro enxerto de uma terceira raça (Wistar Furth). Os 
animais verdadeiramente tolerantes rejeitaram o enxerto da terceira parte e 
ocorreu a integração da pele da raça do doador. 
Dois animais, um da raça Brown-Norway e outro da raça Wistar 
Furth, foram anestesiados com 40mg/kg de pentobarbital sódico, foram 
submetidos à epilação com depilador elétrico em região abdominal e 
inguinal bilateral, marcação de diversos quadrados de 1cm de lado 
resultando 1 cm2 (em média 1 rato pode ser doador de 6 enxertos). Foi 
realizada incisão sobre área marcada, retirado enxerto de pele e colocado 
em um frasco contendo soro fisiológico 0,9%.  
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FIGURA 15   Marcação dos enxertos em rato Wistar-Furth 
 
 
 
FIGURA 16   Marcação dos enxertos em rato Brown-Norway 
 
 
Terminado a exérese dos enxertos, foi realizada anestesia nos 
animais receptores (PO 120 dias sem rejeição); dissecção de duas lojas de 
1cm2  simetricamente opostas na região lombar dos animais; colocação de 
enxerto de pele de Brown-Norway em uma das lojas e de Wistar-Furth em 
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outra; fixação com pontos simples de Vycril 5-0, colocação de curativo de 
Brown que consiste em uma gase raiom sobre o enxerto, seguido de gases e 
fixação do curativo à pele com pontos simples de Vycril 5-0.  
 
 
 
FIGURA 17   Dissecção da loja e fixação do enxerto de  
                       pele 
 
 
 
FIGURA 18   Fixação com curativos de Brown 
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São considerados tolerantes os animais em que ocorre o processo de 
rejeição do enxerto de terceira parte (Wistar-Furth), entretanto não há 
rejeição de enxerto da mesma raça que o doador (Brown Norway) após 
período de 30 dias da realização do enxerto (PO 150 da realização do 
transplante). 
 
 
 
FIGURA 19   Aspecto do dorso de um animal submetido a teste de   
tolerância com o enxerto Brown-Norway (integrado)à 
esquerda e Wistar Furth (rejeitado)à direita PO 30 pós 
cirurgia de enxerto 
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FIGURA 20   Enxerto WistarFurth com rejeição  
 
 
 
 
FIGURA 21 Enxerto de pele de Brown-Norway sem sinais de rejeição,  
com boa integração 
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COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE, PREPARAÇÃO E 
ANÁLISE POR CITOMETRIA DE FLUXO  
 
 
Para a realização da coleta de sangue com o objetivo de realizar a 
citometria de fluxo, os ratos foram alocados, um de cada vez, em plásticos 
desenhados exclusivamente para isto de forma cônica com um orifício em 
seu ápice para permitir a entrada se ar. O rato foi colocado com o focinho 
voltado para o ápice e anestesiado (Pentobarbital sódico 40mg/kg), a parte 
posterior voltada para a base que foi ocluída com um elástico fixado na 
base do rabo.  
Realizou-se a secção do rabo na sua porção distal, deixando o sangue 
gotejar em um tubo com anticoagulante. Era coletado por volta de 500µL 
de sangue. O rabo do animal era então submetido à hemostasia com 
eletrocautério e o animal colocado de volta a sua caixa. 
Os tubos com sangue foram transferidos para tubos de citometria de 
fluxo onde recebiam um acréscimo de solução tampão de fosfato 1x (PBS) 
(Sigma Aldrich,St. Louis, MO, USA) até completar 2mL, a isto se 
adicionava 1,5mL de Ficol (Sigma Aldrich,St. Louis, MO, USA). Estes 
fracos foram centrifugados por 30 minutos a 400 G sem acionamento de 
frenagem ao final. Após este processo, as células brancas sobrenadantes 
eram aspiradas e passadas para outro tubo com 2 ml de meio completo, 
estes tubos eram então centrifugados por 5 minutos a 282 G. 
Em seguida, foi feita a decantação deste tubo. As células foram 
ressuspensas em 150 µL de PBS e depois separadas ao meio em dois poços 
de uma placa de 96 poços com fundo em V. A um destes poços foi 
adicionado uma solução de 47µL de PBS com 1µL de anticorpos: 
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AF488CD3 (BD Pharmingen™, Sparks, MD, USA), PECD4 (BD 
Pharmingen™, Sparks, MD, USA), PerCP CD8a (BD Pharmingen™, 
Sparks, MD, USA) para marcação de CD3, CD4 e CD8. Ao outro foi 
adicionado solução com 48 µL de PBS com 1µL de anticorpos FITC CD4 
(BD Pharmingen™, Sparks, MD, USA) e PE CD25 (BD Pharmingen™, 
Sparks, MD, USA).  
Estas placas foram cobertas com folha de papel alumínio e 
armazenadas em câmara fria por 30 minutos. Após este período, 
acrescentou-se 70 µL de solução PBS, centrifugado a 2000 RPM e 
realizada a decantação. No frasco, com marcadores para CD3, CD4 e CD8, 
adicionou-se 200µL de formaldeído a 1% em PBS, realizou-se a mistura 
das células e transferido para tubos de citometria de fluxo, onde foi 
acrescentado mais 200µL de formaldeído a 1% em PBS e foi armazenado, 
coberto com folha de alumínio em câmara fria.  
O frasco com marcadores para CD4/CD25 receberam 200µL, uma 
solução de ¼ concentrado de fixação/permeabilização para ¾ de diluente 
de fixação/permeabilização onde as células deste frasco eram misturadas.  
Em seguida, esta placa foi guardada por 12 horas em câmara fria. 
Após este período, foi realizada a centrifugação a 2000 RPM e depois foi 
repetido este processo duas vezes com diluição em PBS. A seguir, foi 
diluído em solução com corante para FoxP3  (PerCPFoxP3, BD 
Pharmingen™, Sparks, MD, USA) e armazenado em câmara fria por 30 
minutos, após este período foi realizada nova centrifugação a 2000 RPM, 
decantação e diluição final em tampão de citometria de fluxo, primeiro 
200µL na placa e depois da transferência para o frasco de citometria de 
fluxo mais 200µL.  
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Todos os frascos foram então levados para a medição em citômetro 
de fluxo LSRII (BD Biosciences, Sparks, MD, USA). 
Estas células foram avaliadas para expressão de diversos marcadores 
de superfície (CD3, CD4, CD8,CD25) ou marcadores intracelulares 
(FoxP3), usando um citômetro de fluxo LSRII (BD Biosciences). Dados 
foram analizados usando software FlowJo (Tree star). 
 
 
 
FIGURA 22  Citômetro de fluxo (National research foundation 
equipment database) 
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MEDIÇÃO DOS NÍVEIS DE IDO 
 
 
As amostras de sangue para a medição da IDO foram coletadas no 
dia de pós-operatório 0, 5, 10, 15 e 21 da veia da cauda de 3 animais de 
cada grupo de estudo (1 experimental e 3 controle), submetidos à cirurgia 
de transplante com o intuito de, ao final do tratamento, identificar o 
mecanismo de ação. Coletou-se 500 µL de sangue de cada animal e foram 
armazenados em tubos heparinizados. Estes tubos foram guardados em 
refrigerador a 4 °C por 5 minutos.  
Após este prazo, foram retirados e seu conteúdo transferido para 
tubos tipo Eppendorf e submetidos a 7 minutos  de centrifugação em 
centrífuga de bancada a 5000 RPM. Após a centrifugação, foram colhidos 
200µL de soro sobrenadante e armazenados em tubo Eppendorf de 1,5ml. 
As amostras foram então congeladas a -20 °C. Em momemto 
oportuno, foram empacotadas em caixa com material isolante (isopor) com 
gelo seco e enviadas à Divisão de Biologia Química, Biocenter, da 
Universidade Médica de Innsbruck, na Áustria. Lá os níveis dos 
metabólitos da ação da  IDO sobre o triptofano sérico foram medidos, 
seguindo os critérios do seguinte protocolo. 
As concentrações de triptofano e kinurenina foram analizadas por 
cromatografia líquida de alta pressão fase reversa (HPLC), seguida de 
precipitação de proteína com ácido tricloro acético. O triptofano foi medido 
por seu nível de fluorescência nativo ao comprimento de onda de 
estimulação de 285nm e de comprimento de onda de emissão de 365nm. 
A kinurenina foi detectada por absorção UV a um comprimento de 
onda de 360nm no mesmo sistema cromatográfico. Finalmente, a razão 
entre a kinurenina e o triptofano (kyn/trp) foi calculada dividindo as 
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concentrações de kinurenina (nmol/L) pelas concentrações de triptofano 
(nmol/L).  
 
 
ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
 
Todos os valores são expressos em média com desvio padrão. A 
análise para diferenças estatisticamente significantes foram realizadas 
usando teste T de student e teste ANOVA. 
A influência de diferentes tratamentos na sobrevida do alotransplante 
foi analizada usando teste Log-Rank. Foi considerado significante P < 0,05. 
Foi usado o software SPSS. 
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5. RESULTADOS 
 
 
 
Não houve perda dos membros transplantados entre os grupos 
avaliados, dois animais do grupo controle que receberam tratamento 
exclusivo com rapamicina durante 21 dias (R21). Este dado vem corroborar 
com estudos anteriores que demonstram a baixa perda de retalhos nesse 
tipo de procedimento (FERREIRA et al., 1995). 
Do grupo experimental: 
 
 
QUADRO 3  Rejeição grupo experimental: 
Ratos Dia de rejeição 
FK7R14-1 tolerante 
FK7R14-2 tolerante 
FK7R14-3 tolerante 
FK7R14-4 PO 205 
FK7R14-5 PO 35 
FK7R14-6 PO 35 
 
 
QUADRO 4   Rejeição grupo 1 
Ratos Dia de rejeição 
FK21-1 PO 42 
FK21-2 PO 49 
FK21-3 PO 64 
FK21-4 PO 236 
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QUADRO 5  Rejeição grupo 2 
Ratos Dia de rejeição 
R21-1 PO 92 
R21-2 PO 65 
R21-3 PO 45 
R21-4 PO 107 
 
QUADRO 6  Rejeição grupo 3 
Ratos Dia de rejeição 
FK21R21-1 Sem rejeição 
FK21R21-2 PO 92 
FK21R21-3 PO 104 
FK21R21-4 PO 38 
 
 
Após 150 dias da realização do transplante, no grupo experimental 
não havia ocorrido rejeição em 66% dos animais.  Já no grupo que recebeu 
exclusivamente tacrolimus houve 75% de rejeição (grupo controle 1). Dos 
animais que receberam exclusivamente rapamycina 100% havia rejeitado 
(grupo controle 2) e dos animais que receberam concomitantemente 
tacrolimus e rapamycina ocorreu  75%  de rejeição. 
Foi observado que, nos três grupo controle houve rejeição de 100% 
dos transplantes, após este período, e no grupo experimental houve 
rejeição, levando ao número final de 50% de indivíduos efetivamente 
tolerantes. 
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Kaplan –Meyer log rank P = 0,475 
FIGURA 23 Gráfico de curva de sobrevida dos transplantes PO 150 
 
 
Do grupo experimental 50% dos indivíduos se apresentaram 
efetivamente tolerantes. Foram então selecionados os valores obtidos nas 
medições por citometria de fluxo desses animais e comparados. Observou-
se um aumento significativo dos níveis de FoxP3 entre o final do protocolo 
de imunossupressão (PO 21) e o PO 45, o que em última análise representa 
um aumento significativo das células T regulatórias.  
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QUADRO 7 Níveis de FoxP3 em ratos tolerantes (em % de células): 
Ratos tolerantes Pós-operatório 21 Pós-operatório 45
FK7R14-1 1,66 5,2 
FK7R14-2 0,69 5,66 
FK7R14-3 1,81 7,52 
 
 
 
FIGURA 24 Resultados citometria de fluxo FoxP3 ratos 1 e 2 grupo 
experimental no PO 21 
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FIGURA 25 Resultado citometria de fluxo rato 3  
                        grupo experimental PO 21 
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FIGURA 26 Resultado citometria de  
fluxo rato 1 e 2 grupo experimental PO 45 
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FIGURA 27 Resultado citometria de fluxo rato 3 grupo  
                        experimental PO 45: 
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 FIGURA 28 Gráfico dos níveis de FoxP3 dos ratos tolerantes em % 
           
 
 
Teste T de student: P = 0,018 
FIGURA 29 Média dos níveis de FoxP3 em %: 
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Teste T student P: 0,328 
FIGURA 30 Média dos níveis de CD4+CD25+, PO 21 e PO45 
 
 
No experimento 2, animais recebendo o mesmo protocolo 
experimental e com grupos controle semelhante ao experimento 1 foram 
submetidos à coleta de amostras de sangue e submetidos à citometria de 
fluxo. Os mesmos parâmetros foram avaliados com o intuito de 
comparação dos valores entre grupo experimental e seus controles. 
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FIGURA 31 Níveis de FoxP3 coletado no PO 21 experimento 2 em % 
 
 
Quando comparados os níveis de FoxP3 ao PO 21 entre os grupos 
estudados, verificou-se um aumento significativo do grupo recebendo 
exclusivamente tacrolimus. 
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ANOVA P = 0,008 (para grupo FK21) 
FIGURA 32 Média dos níveis de FoxP3 experimento 2 em %: 
 
 
No experimento 2 foi coletado sangue ao PO 0, 5, 10, 15, 21 com o 
intuito de medir os níveis de triptofano e dos produtos da sua 
metabolização pela indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) que, em última 
análise representa o nível de atividade desta enzima. 
Observou-se um nível significativamente baixo da  kinurenina sérica 
(em µMol/L) em indivíduos do grupo 1 (recebendo exclusivamente 
tacrolimus) em relação aos outros no PO 5, demonstrando um nível baixo 
de atividade da IDO. A kinurenina é um metabólito resultante da ação da 
IDO sobre o triptofano, seu nível baixo demonstra baixa atividade da Ido 
nestes casos. 
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ANOVA: 0,015 KYN , T: 5 dias 
FIGURA 33 Gráfico dos níveis de kinurenina sérica no período entre PO 0 
e PO 21 em µMol/L: 
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6. DISCUSSÃO 
 
 
 
Desde o ínicio da realização de transplantes, seja para a substituição 
de órgãos doentes (transplantes sólidos), seja no transplante alógeno de 
tecido composto, o processo de rejeição e a necessidade do uso contínuo de 
altas doses de drogas imunossupressoras isoladas ou em associação com 
consequentes efeitos colaterais tem sido o maior obstáculo no emprego 
desta terapia. Também é um fator limitante na qualidade de vida dos 
pacientes, especialmente nos indivíduos submetidos a transplantes de 
tecido composto alógeno, pois eles não têm uma doença que coloca a vida 
em risco, mas apresentam uma deformidade que limita as atividades do dia 
a dia ou sua inserção social (MADANI et al 2008). 
 Em meados da décado de 90, em trabalhos experimentais, notou-se 
que é possível a associação de drogas imunossupressoras com sucesso 
terapêutico e diminuição de seus efeitos colaterais (FERREIRA LM et al 
1994, FERREIRA LM et al 1995, BENHAIM et al 1996, KAHAN 1998, 
KHANNA 2000). Isto seviu de base para os protocolos utilizados nos 
transplantes alógenos de tecido composto realizados a posteriori. 
Desde o transplante de mão realizado por Gilbert em 1998, esses 
protocolos são basicamente compostos por indução com anticorpos 
policlonais, um inibidor da calcineurina, micofenolato mofetil e 
corticoides, com terapia de manutenção com inibidor da calcineurina, 
micofenolato mofetil e corticoides, com resultados animadores, mas não 
inócuos. Dentre os problemas encontrados estavam episódios de rejeição 
aguda, infecções oportunistas e efeitos colaterais próprios das drogas 
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utilizadas (DUBBERNARD et al, 1999; KANITAKIS et a,l 2003; LEVI et 
a,l 2003; PETIT et al, 2003; LANZETTA et a,l 2005; PETRUZZO et al, 
2006; SHUIND et al, 2006; LANZETTA et al, 2007; BONATTI 2009; 
JABLECKI et al, 2009).  
Isto estimulou os pesquisadores a irem atrás do “Santo Graal” do 
transplante que é a tolerância. Diversas vias da cascata autoimune foram 
estudadas e novas terapias e protocolos descritos. Nesta mistura de estudos, 
percebeu-se que o controle/bloqueio de células T CD4+ e CD+ poderia 
induzir à tolerância (SCULLY et al, 1994; COBBOLD et al, 1996). Na 
realidade, o uso de anticorpos para bloquear estes receptores de membrana 
permitiu que células CD4+CD25+ tivessem sua função estabelecida e se 
comprovou que elas induziam mecanismos tolerogênicos (SAKAGUCHI et 
al, 1995; KINGSLEY et al, 2002; GRAÇA et a,l 2002; GRAÇA et al, 
2004). Também foi demonstrado que estas células executavam sua função 
através de uma enzima de origem intracelular denominada FoxP3. No 
estudo aqui realizado foi observado , em ratos tolerantes, níveis 
semelhantes de CD25 entre o PO21 e PO45, entretanto nesse mesmo 
grupo, durante o mesmo período, houve um aumento da FoxP3.  
Estudos sobre o mecanismo de ação das drogas imunossupressoras 
mostraram que a rapamycina tinha seu principal efeito não no bloqueio de 
uma enzima chamada interleucina-2, mas sim na sua sinalização (SEHGAL 
2003), o que a princípio não limitaria todas as  suas funções. 
A indução da tolerância passaria por dois estágios, sendo o primeiro 
a depleção de células T efetoras e a segunda o estímulo de T reguladoras. 
(TAYEB et al, 2007) 
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Este foi o princípio adotado neste estudo. Procurou-se adotar uma 
associação de terapia de controle das células T efetoras com o uso de soro 
antilinfócitos e tacrolimus com o uso de uma droga que permitisse a ação 
da interleucina 2 na ativação de células T reguladoras. 
YONG et al. (2007) evidenciaram que a interleucina 2 (IL-2) é 
crucial para a geração, a expansão, a sobrevivência e a função das células T 
reguladoras e tem mostrado, em estudos experimentais, para a sobrevida de 
longo prazo do enxerto. Baixas doses de IL-2 modulam seletivamente 
células T reg e aumentam expressão de FoxP3 in vivo. Inibidores da 
calcineurina evitam rejeição ao bloquear a transcrição do gene da IL-2.  
Experimentalmente, altas doses de inibidores da calcineurina no 
momento da indução da tolerância pode evitar sobrevivência longa do 
transplante e o desenvolvimento de T reguladoras. Embora não se tenha 
avaliado os níveis de IL-2 neste estudo, procurou-se evitar o uso de altas 
doses de inibidor da calcineurina, substituindo-o por rapamicina, tentando 
preservar a ação da IL-2 sobre as células reguladoras. 
ZHENG et al. (2003), levando em consideração a importância da IL-
2 na ativação das células T, procuraram modular a ação das células T 
reativas e T reguladoras  com o objetivo de alcançar sobrevida longa a 
diversos tipos de transplante. Para tal usaram uma proteína agonista da IL-2 
(IL-2/Fc) e uma proteína mutante antagonista da interleucina 15 (IL-15) 
(mIL-15/Fc).  
A IL-15 é importante em mecanismos citotóxicos. Eles as 
associaram em diferentes protocolos terapêuticos, inclusive utilizando 
rapamicina com o objetivo de antagonizar o processo de  proliferação das 
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células T ativado por fatores de crescimento sem comprometer  a ativação 
de morte celular induzida que é desencadeada pela IL-2.  
Uma das preocupações foi se a introdução de IL-2/Fc+/+, 
potencialmente citolítica, poderia destruir as cadeias imunoregulatórias. 
Para tal foi administrado em ratos não sensibilizados a IL-2/Fc +/+ e em 
outro grupo anticorpo anti-CD25 mAb (PC61). Enquanto o anti-CD25mAb 
eliminou as células CD4/CD25, a administração de IL-2/Fc não causou 
nenhuma alteração nos níveis desta células. 
 Nesse mesmo estudo, ao administrarem a combinação de IL-
2/Fc+/+, mIL-15/Fc+/+ e rapamicina foi observado longa sobrevivência de 
transplantes de ilhotas em camundongos NOD com diabetes autoimune e 
sobrevida indefinida em camumdongos IL-2KO C57BL/6 (H-2b).  
Nesse experimento, os autores demonstraram que a rapamicina não 
impede a ação da IL-2 sobre as células reguladoras. Isto serviu para a 
decisão de utilizar rapamicina após o tacrolimus neste trabalho, procurando 
influenciar as células reguladoras.  
Para avaliar se seu protocolo poderia não somente prolongar a 
sobrevida do transplante como também induzir à tolerância específica ao 
doador, eles realizaram um transplante de terceira parte e um secundário de 
mesmo doador. 
 O transplante secundário foi aceito, mas não o de terceira parte e, 
finalmente, para avaliar se as células CD-4+/CD25+ tinham um papel na 
indução da tolerância foram escolhidos indivíduos previamente tolerantes e 
realizado depleção de células Treg com anticorpo anti-CD25 com posterior 
transplante de pele. Todos os indivíduos rejeitaram, demonstrando que a 
modulação de células reguladoras é importante para se alcançar tolerância. 
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No estudo realizado aqui estudo não foram medidos os níveis de IL-
2. Não foi possível comprovar se foi por ação dela que houve o aumento 
das células T reguladoras.  
Pôde-se inferir isto apenas pelos dados obtidos na literatura. 
Entretanto, avaliou-se, antes, se o protocolo era capaz de levar a tolerância, 
apesar de ter apresentado um nível de sobrevida acima de 150 dias 
compatível com a literatura, nível 60%, e um número de animais tolerantes 
maior que nos grupos usados para comparação. Este valor não foi 
estatisticamente significante provavelmente devido à perda precoce de dois 
ratos do grupo experimental, que apresentaram rejeição antes do PO 40. 
Além disso, também se pretendia estabelecer uma ligação entre a 
terapêutica e o processo de tolerância, e procurar avaliar os processos que 
poderiam nos guiar na pesquisa do mecanismo de ação. Procurou-se 
investigar o comportamento das células T reguladoras e da IDO, uma 
enzima ligada a mecanismos regulatórios.  
 Em trabalho de DEMIRKIAN et al. (2006) foi demonstrado que, após 
transplante de fígado em humanos, houve uma redução expressiva de 
células T reguladoras. Entretanto, pacientes que apresentaram episódios de 
rejeição aguda nos primeiros três meses do pós-transplante apresentaram 
níveis de céluas T reguladoras significativamente inferiores que aqueles 
que não apresentaram rejeição aguda. Estes apresentavam níveis de FoxP3 
superiores aos outros. 
 Eles mostraram também que a ação supressora das células T 
reguladoras era semalhante em indivíduos com rejeição em comparação 
com os que não sofreram tais episódios. Entretanto, a quantidade de T reg 
era três vezes maior nos que não sofreram episódio de rejeição.  
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Levando em conta a literatura anterior, este autor acredita que os 
níveis baixos de Treg em pacientes se deve à imunossupressão (que é 
baseada em inibidores da calcineurina). Ele mesmo lembra que inibidores 
da calcineurina são potentes inibidores da ativação de células T ao bloquear 
produção de IL-2 que, por sua vez, é essencial para a função e 
sobrevivência da célula T reguladora. Nesse estudo, a imunossupressão 
intensa dos primeiros três meses de pós-transplante devem ter causado uma 
redução importante nas células T reguladorsas.  
 Considerando estes estudos, foi postulado que o uso contínuo de 
inibidores de calcineurina deveria causar importante diminuição nos níveis 
de células T reguladoras e consequente diminuição de sua capacidade de 
induzir tolerância. Assim sendo, optou-se pelo uso limitado dessas drogas. 
 Neste trabalho, apesar do reduzido nível de células T reguladoras 
em todos os pacientes, aqueles que não apresentaram rejeição 
demonstraram uma quantidade significativamente maior de células t 
reguladoras e FoxP3 do que aqueles que rejeitaram. Nesta investigação, 
notou-se que, ao final da terapia, os níveis de FoxP3 eram baixos e que 
aumentaram significativamente no período subsequente. Embora não 
houvesse a possibilidade de comparar este número nos grupos controle, 
pôde-se comparar os níveis de FoxP3 ao final da terapia entre os diferentes 
grupos, sendo que um grupo 1 apresentou o maior nível de FoxP3.  
 Indivíduos submetidos a esta terapia mais tarde sofreram 
rejeição, o que nos faz acreditar que os mecanismos que levam à tolerância 
vão se expressar nas primeiras  três semanas após o término da terapia e 
estão ligados mais à qualidade ou às características das células Treg. 
  Na realidade, estudos experimentais têm mostrado que a indução 
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de tolerância depende do bloqueio de células T efetoras e contato com o 
antígeno (KINGSLEY et al, 2002). O protocolo deste estudo preencheu 
estes quesitos e os resultados das células T reguladoras associados aos 
animais tolerantes corroboram com estes dados. 
 ZORN et al. (2006), com coleta de sangue de humanos, 
demonstraram que a IL-2 aumentava a quantidade de células Treg e que 
tinha efeito direto sobre a expressão de FoxP3. Nesse mesmo estudo foram 
coletadas amostras de sangue dos indivíduos de 4 a 10 meses após o 
término da terapia com IL-2. Nestas amostras, os níveis de células 
CD4+/CD25+ se apresentaram menores bem como os níveis de FoxP3. 
 Eles concluíram que os efeitos da IL-2 sobre as células Treg eram 
transitórios. Neste trabalho, a expressão de FoxP3 aumenta 
expressivamente após o término do protocolo de imunossupressão com a 
evolução para a tolerância destes indivíduos, levantando uma dúvida sobre 
o efeito transitório da IL-2. 
 Embora os níveis de IL-2 não tenham sido medidos, foi descrito na 
literatura que o uso de rapamicina mantém a capacidade da IL-2 em 
produzir apoptose e estimular a Treg. 
 Entretanto, foi avaliado a resposta das Treg a um protocolo 
experimental que deve refletir diferenças de amostras colhidas de humanos. 
Por outro lado, os elementos da cascata imune avaliados aqui são todos 
endógenos, ficando uma incerteza se as células Treg são mantidas ativadas 
por IL-2 ou outro mecanismo da cascata imune. 
Por outro lado, ao medir os níveis dos metabólitos da IDO, observou-
se que ratos, recebendo exclusivamente tacrolimus, apresentaram baixos 
níveis de kinurenina nos primeiros cinco dias da terapia. A kinurenina é um 
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metabólito resultante da ação da IDO sobre o triptofano.  
JIANPING et al. (2007) demonstraram que a ação da IDO sobre o 
triptofano e seus metabólitos causam uma inibição de células CD4+ e 
CD8+, e, facilitando a expressão de fenótipos regulatórios, 
coincidentemente nos grupos deste trabalho, recebendo exclusivamente 
tacrolimus, houve uma redução do nível de ação da IDO e como 
consequência se esperaria um menor ação regulatória.  
Como se pôde observar acima, espera-se que os inibidores da 
calcineurina, como o tacrolimus, bloqueiem a liberação de IL-2 e, portanto, 
o estímulo das Treg. E, embora HAUTZ et al. (2009) tenha observado que 
os níveis de FoxP3 e IDO se mantêm semelhantemente baixos ou altos de 
acordo com episódios de rejeição, neste estudo não se conseguiu fazer uma 
ligação entre a menor atividade da IDO com o uso de tacrolimus e sua 
ligação com FoxP3.  
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 A associação do tacrolimus com rapamicina de forma sequencial 
leva a um aumento das células reguladoras e à tolerância.  
 O uso exclusivo de tacrolimus leva a uma menor ação da 
idoleamina 2,3 dioxigenase nos primeiros dias da terapia e seus efeitos 
reguladores. 
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Introduction: Regulatory mechanisms play an important role on 
manteinance of tolerance in transplant. The intend of this study is develop a 
strategy for tolerance besed in the sequential association of Tacrolimus and 
Rapamycin. Aim: Study the efects of Tacrolimus and Rapamycin on T 
regulatory cells in Composite allotransplantation. Methods: The model 
was hind limb transplant from Brown-Norway to Lewis rats. 2 experiments 
were made. One to evaluate regulatory activity of transplants and another 
to identify its mechanism of action. On experiment 1 rats were divided in 4 
groups, the experimental (Tacrolimus from POD 0 to 7 and Rapamycin 
from POD 8 to 21). The other 3: Rapamycin 21d, Tacrolimus 21d and both 
21d. Blood samples were collected for flow cytometry on POD 21 and 45. 
In a second experiment animals divided in 4 groups with similar 
therapeutics than experiment 1, submited to the same procedure, with 
collect of blood samples to measure the levels of Idoleamine 2,3di-
oxigenase on POD 0,5,10,15,21.. Results: On experimental group there 
was not rejection no POD 150 of 66% of the animals, in two groups 100% 
rejected and in the last 75% rejected. In the experimental group was a 
significant increase of T regulatory cells on POD 45 comparing to POD21. 
ON second experiment was observed a low activity of IDO on POD 5 in 
animals receiving exclusevily Tacrolimus. Conclusion: The association of 
Tacrolimus and Rapamycin sequentialy leads to an increase of T regulatory 
and to tolerance and reduced activity of IDO on POD 5 of animals 
receiving exclusevily Tacrolimus as well.  
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FIGURA Resultado citometria de fluxo PO 21 ratos 1 (amostra 3) e 2 
(amostra 4) 
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FIGURA Resultado da citometria de fluxo ratos 1 (amostra 13) e 2 
(amostra 14) PO 45 para CD3, CD4 e CD8 
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FIGURA Resultado de citometria de fluxo para ratos 1 e 2 grupo 
experimental PO 45 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo rato 1 grupo experimental PO 
170  
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FIGURA Resultado de citometria de fluxo rato 2 grupo experimental PO 
170 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo ratos 3 (amostra 15) e 4 
(amostra16) grupo experimental PO 21  CD3, CD4 e CD8 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo ratos 3 e 4 grupo experimental 
PO 21  para CD25 e FoxP3 
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FIGURA Resultado da citometria de fluxo PO 45 ratos 3 e 4 grupo 
experimental 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo ratos 5 (amostra 17) e 6 
(amostra 18) grupo experimental PO 21
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FIGURA Gráfico níveis de FoxP3, em PO 21, PO45 e PO170 grupo 
experimental  
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FIGURA Gráfico dos níveis de CD25 em PO21, PO45 e PO170 grupo 
experimental 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo experimento 2 CD3, CD4 e 
CD8 animais número 1 : 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo CD25 e FoxP3 experimento 2 
animais número 1 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo experimento 2 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo experimento 2 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo experimento 2 
 
 
 
 
!! !
%%2!
Apêndice 
 
FIGURA Resultado citometria de fluxo experimento 2 
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FIGURA Resultado citometria de fluxo experimento 2: 
 
 
 
Dados curva de sobrevida dos transplantes: 
 
TABELA  Resumo de processamento de casos 
Censored 
Grupo Grupo Total N N of Events N Percent 
0 Grupo experimental 6 2 4 66,7% 
1 Grupo controle 1 4 3 1 25,0% 
2 Grupo controle 2 4 4 0 ,0% 
3 Grupo controle 3 4 3 1 25,0% 
Overall 18 12 6 33,3% 
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TABELA 
Cumulative 
Proportion 
Surviving at the 
Time 
Grupo  Time Status Estimate 
Std. 
Error 
N of 
Cumulative 
Events 
N of 
Remai
ning 
Cases 
1 35,000 1 . . 1                   5 
2 35,000 1 ,667 ,192 2 4 
3 150,000 0 . . 2 3 
4 150,000 0 . . 2 2 
5 150,000 0 . . 2 1 
0 Grupo 
experimental 
6 150,000 0 . . 2 0 
1 42,000 1 ,750 ,217 1 3 
2 49,000 1 ,500 ,250 2 2 
3 64,000 1 ,250 ,217 3 1 
1 Grupo controle 1 
4 150,000 0 . . 3 0 
1 43,000 1 ,750 ,217 1 3 
2 63,000 1 ,500 ,250 2 2 
3 92,000 1 ,250 ,217 3 1 
2 Grupo controle 2 
4 107,000 1 ,000 ,000 4 0 
1 38,000 1 ,750 ,217 1 3 
2 92,000 1 ,500 ,250 2 2 
3 104,000 1 ,250 ,217 3 1 
3 Grupo controle 3 
4 150,000 0 . . 3 0 
 
 
 
 
 
TABELA                  Means and Medians for Survival Time 
Meana Median 
95% Confidence 
Interval 
95% Confidence 
Interval 
Grupo 
Grupo Estimate 
Std. 
Error 
Lower 
Bound 
Upper 
Bound Estimate 
Std. 
Error 
Lower 
Bound 
Upper 
Bound 
0 Grupo 
experimental 
111,667 22,132 68,288 155,045 .  . . 
1 Grupo 
controle 1 
76,250 21,657 33,801 118,699 49,000 11,000 27,440 70,560 
2 Grupo 
controle 2 
76,250 14,361 48,103 104,397 63,000 24,500 14,980 111,020 
3 Grupo 
controle 3 
96,000 19,937 56,923 135,077 92,000 33,000 27,320 156,680 
Overall 92,444 10,878 71,124 113,765 92,000 29,515 34,151 149,849 
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TABELA           Overall Comparisons 
  Chi-Square df Sig. 
Log Rank (Mantel-Cox)         2,499 3 ,475 
 
 
Dados medição IDO: 
 
 
 
 
TABELA 
Dia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Total 
N 3 3 3 3 12 
Mean 40,28a 40,66a 38,47ª 37,78ª 39,30 TRP em micro 
mol/l Std. 
Deviation 8,13 2,46 6,20 3,69 4,92 
N 3 3 3 3 12 
Mean 1,91 5,77 3,09 8,79 4,89 KYN em micro 
mol/l Std. 
Deviation 1,37 3,96 1,43 11,83 6,06 
N 3 3 3 3 12 
Mean 52,62 145,07 83,41 214,78 123,97 
KYN/TRP 
em micro 
mol / m 
mol 
Std. 
Deviation 41,41 101,41 41,64 276,80 143,65 
N 3 3 3 3 12 
Mean 74,33 93,85 70,42 85,18 80,94 
0 
Nitrit/at 
em micro 
M Std. 
Deviation 26,57 12,02 30,05 33,72 24,86 
N 3 3 3 3 12 
Mean 50,85 51,27 54,49 56,55 53,29 TRP em micro 
mol/l Std. 
Deviation 9,80 13,38 11,74 6,41 9,41 
N 3 3 3 3 12 
Mean 0,78a 1,46b 1,8b 0,91a 1,24 KYN em micro 
mol/l Std. 
Deviation 0,40 0,23 0,18 0,41 0,51 
N 3 3 3 3 12 
Mean 15,39 28,92 33,53 16,76 23,65 
KYN/TRP 
em micro 
mol / m 
mol 
Std. 
Deviation 7,48 3,29 3,97 8,75 9,73 
N 3 3 3 3 12 
Mean 58,56 40,68 36,43 25,93 40,40 
5 
Nitrit/at 
em micro 
M Std. 
Deviation 16,93 21,37 19,15 2,07 18,81 
N 3 3 3 3 12 
Mean 60,63 51,88 26,54 48,13 46,79 TRP em micro 
mol/l Std. 
Deviation 7,19 10,64 3,74 27,68 18,53 
10 
N 3 3 3 3 12 
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Mean 1,21 0,93 0,98 0,59 0,93 KYN em 
micro 
mol/l 
Std. 
Deviation 0,15 0,22 0,41 0,13 0,32 
N 3 3 3 3 12 
Mean 20,38 17,83 38,76 14,98 22,99 
KYN/TRP 
em micro 
mol / m 
mol 
Std. 
Deviation 4,62 0,54 19,31 8,37 13,38 
N 3 3 3 3 12 
      
Mean 21,42 43,11 42,59 29,83 34,24 
 
Nitrit/at 
em micro 
M Std. 
Deviation 6,25 30,08 17,71 11,46 18,52 
N 3 3 3 3 12 
Mean 55,56 42,19 32,54 41,87 43,04 TRP em micro 
mol/l Std. 
Deviation 10,20 18,40 9,06 14,73 14,43 
N 3 3 3 3 12 
Mean 0,76 0,87 0,81 0,59 0,76 KYN em micro 
mol/l Std. 
Deviation 0,10 0,20 0,39 0,03 0,22 
N 3 3 3 3 12 
Mean 14,14 22,41 25,36 15,52 19,36 
KYN/TRP 
em micro 
mol / m 
mol 
Std. 
Deviation 4,28 6,85 10,29 6,60 7,93 
N 3 3 3 3 12 
Mean 32,78 67,73 27,84 38,86 41,80 
15 
Nitrit/at 
em micro 
M Std. 
Deviation 16,61 33,09 3,02 3,35 22,67 
N 3 3 3 3 12 
Mean 55,17 51,32 59,35 58,47 56,08 
TRP em 
micro 
mol/l Std. 
Deviation 17,23 18,99 20,30 7,66 14,70 
N 3 3 3 3 12 
Mean 1,53 1,64 0,93 0,56 1,17 
KYN em 
micro 
mol/l Std. 
Deviation 1,15 1,16 0,46 0,08 0,86 
N 3 3 3 3 12 
Mean 30,91 39,04 16,58 9,72 24,06 
KYN/TRP 
em micro 
mol / m 
mol 
Std. 
Deviation 29,46 38,59 8,82 1,51 24,26 
N 3 3 3 3 12 
Mean 61,83 92,29 37,99 28,97 55,27 
21 
Nitrit/at 
em micro 
M Std. 
Deviation 37,75 14,54 15,91 14,55 32,21 
a,b,c correspondem a grupos com médias similares    
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